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Se analizaron 129 aislamientos  de Acinetobacter baumannii obtenidos de hospitales 
colombianos de tercer nivel con el objetivo de detectar y caracterizar integrones de 
tipo I  (elementos genéticos importantes por la capacidad de adquirir determinantes 
genéticos de resistencia a los antibióticos) y su relación con el fenotipo de resistencia 
antibiótica. De los aislamientos estudiados el 24% fueron positivos para la presencia 
del integrón de tipo I. La caracterización de estos últimos demostró la presencia de 
dos arreglos diferentes de genes en cassette que también se han reportado en otros 
lugares del mundo. La relación estadística entre los genes y el fenotipo de resistencia 
antibiótica señala que las cepas con integrones de tipo I tienden a presentar mayor 
resistencia hacia antibióticos como los aminoglicósidos.  Se pudo concluir que el 
porcentaje de cepas positivas para integrasa se presenta en un nivel intermedio 
comparado con otros aislamientos del mundo y la similitud de las regiones variables 
detectadas hace suponer la estabilidad genética de esta estructura en cepas de 
diferentes regiones geográficas. 
 














































We  analyzed  129  isolates  of  Acinetobacter  baumannii  obtained  from  Colombian 
tertiary  hospitals  with the aim  of  detecting  and  characterizing  integrons of  type I 
(genetic   elements  important  for  the  ability  to  acquire  genetic  determinants  of 
resistance to antibiotics) and its relation to the resistance phenotype antibiotic. Of the 
isolates  studied,   24%   were  positive  for  the  presence  of  type  I  integron.  the 
characterization of the  latter showed the presence of two different arrangements of 
genes on cassettes have also  been reported elsewhere in the world. The statistical 
relationship between genes and  antibiotic resistance phenotype indicates that the 
strains with type I integrons tend to have  greater resistance to antibiotics such as 
aminoglycosides. It was concluded that the  percentage of positive strains integrase 
occurs  at  an  intermediate level compared to other  isolates  of the world and the 
similarity  of  the  detected  variable  regions  suggests  the  genetic  stability  of  this 
structure in strains from different geographical regions. 
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Actualmente, aproximadamente el 13% de los microorganismos que causan algún 
tipo  de  enfermedad  en  los  seres  humanos  son  microorganismos  emergentes  o 
reemergentes y  dentro  de  estos  son  las  bacterias  las  que  más  prevalecen. 
(Woolhouse, 2005).  Inicialmente podría pensarse que este porcentaje de bacterias es 
relativamente pequeño y  no representa un peligro real  para la salud del hombre;  sin 
embargo algunos de estos agentes infecciosos han desarrollado diversas estrategias 
como la resistencia a los antibióticos que  dificultan su control en instituciones de 
salud donde existen un número grande de  pacientes  susceptibles y las diversas 
opciones  encaminadas a controlar su prevalencia y  mortalidad se ven reducidas 
drásticamente con un aumento considerable en los costos requeridos para controlar 




Son diversos las especies que se incluyen en el grupo de bacterias emergentes  en 
los últimos años y dentro de estas Acinetobacter baumannii es considerada como una 
de  las  más  importantes  en  todo  el  mundo.  Varios  autores  consideran  que  A. 
baumannii solo genera procesos infecciosos en pacientes susceptibles razón por la 






La sobrevivencia  en  ambientes  con  poca  humedad,  la  resistencia  a  condiciones 
adversas   y sobre todo la resistencia a la gran mayoría de antibióticos dan   a   A. 
baumannii una serie de ventajas que dificultan su erradicación y permiten a este la 
colonización  de diversas superficies  inertes  y  el  desarrollo de diversos procesos 
infecciosos dentro de los cuales se incluyen la neumonía, meningitis, septicemias e 




Esta resistencia a los antibióticos puede diseminarse entre diferentes cepas porque 
los genes codificantes de resistencia pueden estar presentes en elementos genéticos 
que  facilitan  su movilización. Entre estos se encuentran los integrones que vienen 
siendo descritos hace algunos años y que se caracterizan por ser capaces de captar 
genes  exógenos  (genes  cassette)  que  codifican  determinantes  de  resistencia  y 
determinantes  con otras funciones. (White, 2001). Los integrones estructuralmente 
están formados por tres elementos necesarios para la captura de genes, uno que 
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codifica la integrasa, el otro es un lugar de recombinación sitio específico  y por último 
un promotor  para la expresión de los genes insertados. (Hall, 1995). 
 
Aunque existen varias clases de integrones clasificados según la secuencia de la 
integrasa  presente en el mismo, son los integrones de clase I los que más se han 
descrito  en  aislamientos  bacterianos  resistentes  a  los  antibióticos.  (Clark,  2000; 
Mazel, 2006). La  caracterización de su estructura revela detalles de los genes en 
cassettes presentes en  su  región variable que pueden estar relacionados con los 
fenotipos de resistencia observados y describe realidades epidemiológicas típicas de 



































































1.Planteamiento del problema 
 
 
Las infecciones nosocomiales se han convertido en un aspecto de gran  relevancia 
para todas las personas que en determinado momento se encuentran dentro de una 
institución de salud pública; situación que involucra no solo a  pacientes y  personas 
encargadas de su cuidado, sino también a diversos objetos inertes y superficies en 
los que algunas bacterias poseen la capacidad de sobrevivir y que se han relacionado 
con diversos procesos infecciosos que ponen en riesgo la salud y la vida de cualquier 
persona susceptible a la acción de las mismas.(Villegas, 2003; Maragakis, 2004). 
 
Entre  los  diversos  grupos  bacterianos  que  se  han  relacionado  con  infecciones 
nosocomiales se mencionan: Las enterobacterias, los cocos grampositivos y bacilos 
gram  negativos no fermentadores. Incluido en el último grupo mencionado esta la 
especie bacteriana A. baumannii que por sus capacidades de sobrevivir en ambientes 
adversos y su resistencia a los antibióticos se reporta cada vez más como causa de 
infecciones  nosocomiales en  muchas  regiones  del  globo  terráqueo.  (Bergogne- 




A nivel global el CDC (Centro para el Control y Prevención de enfermedades)   ha 
informado un aumento espectacular de la resistencia a la mayoría de  antibióticos en 
cepas de A. baumannii  y en este momento la utilización de carbapenémicos figura 
como la  estrategia terapéutica mas usada. Los carbapenémicos son fármacos de 
elección para el tratamiento de infecciones graves por A. baumannii, pero la eficacia 
se ha visto  comprometida por el incremento de la resistencia. La prevalencia de 
cepas resistentes a carbapenémicos en Latinoamérica en el 2001 fue de 25% (Sader, 
2004). En el 2005 la resistencia a estos antibióticos   en hospitales colombianos ha 




Aunque las tasas de resistencia se han incrementado constantemente a nivel mundial 
en  los  últimos  años,  varían  significativamente  entre  las  diferentes  regiones.  De 
acuerdo con el  reporte global (Jones, 2003) y el reporte para Latinoamérica del 
SENTRY  (Programa  de   Vigilancia  Antimicrobiana)  (Sader,  2004),  las  tasas  de 
resistencia a los carbapenémicos tienden a ser mucho más elevadas en los países 
latinoamericanos que en Estados Unidos  y Europa. En este reporte, Acinetobacter 
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spp fue más prevalente (noveno lugar entre los microorganismos más aislados) y 
presentó las mayores tasas de resistencia antibacteriana en Latinoamérica (10%), 
comparativamente con otras regiones evaluadas, en las cuales la resistencia estuvo 




A nivel local y según el último reporte del GREBO   (Grupo para la Vigilancia de la 
Resistencia Bacteriana  de Bogotá)  en el periodo comprendido entre 2001- 2008  A. 
baumannii  estuvo dentro de las diez microorganismos mas frecuentemente aislados 
en UCI (Unidad de Cuidados Intensivos) y NO UCI en muestras provenientes de 33 
instituciones  de  Bogotá  y  7  ciudades  fuera  de  Bogotá.  En  este  reporte  puede 
observarse   un  perfil  de  multirresistencia,  con  un  aumento  constante  en los 
porcentajes  de  resistencia  para  la  mayoría  de  antibióticos,  especialmente  para 
carbapenémicos, cefalosporinas de tercera   y cuarta generación, piperacilina 
tazobactam y ampicilina sulbactam; tanto en UCI como no UCI. ( www.grebo.org 
consultado el 18 de Enero del 2010). En otro estudio local conducido por el CIDEIM 
(Centro  Internacional de Entrenamiento e Investigaciones Médicas) en el 2004, se 
reportó  una  variación  importante  en  las  tasas  de  resistencia  de  Acinetobacter 
baumannii para imipenem entre los 10 hospitales de la red de Colombia (0%-88,9%) y 
entre las diferentes unidades de los mismos (25,6% en salas Vs. 31,1% en unidades 




Es posible que la notable resistencia mostrada por A. baumannii sea debida a la 
capacidad inherente de  adquirir información genética por mecanismos de 
transferencia   horizontal y   a   la   capacidad   de   adquirir   y  movilizar   distintos 
determinantes  de  resistencia.  La  diseminación  de  los  genes  por  transferencia 
horizontal ha tenido una rápida emergencia entre los aislamientos clínicos de A. 




La diseminación de los genes de resistencia   es bastante efectiva si estos forman 
parte de un gen en casete desde donde son transferidos  por diversos mecanismos. 
Estos incluyen (i) movilización de genes individuales por la integrasa codificada en el 
integrón (Collis, 1995), (ii) movimiento de los casetes presentes en el mismo integrón 
(Brown, 1996; Craig, 1996)  (iii) diseminación de largos transposones que acarrean 
integrones (Liebert, 1999) y  movimiento  de plásmidos que contienen el integrón. 
(Ploy, 2000). 
 
Las características  de  estos  elementos  genéticos  confieren  a  A.  baumannii  una 
estrategia de diseminación y sobrevivencia en los hospitales que pone en peligro la 
vida de las personas infectadas, pero el conocimiento de las bases moleculares de 
este proceso  aun no son  del todo comprendidas  en  nuestro país  en el que las 






















A. baumannii es generalmente considerado un microorganismo no patogénico para 
los   individuos  sanos.  Sin  embargo,  varias  especies  persisten  en  los  entornos 
hospitalarios  y  causan  infecciones  graves  que  ponen  en  peligro  la  vida  de  los 
pacientes inmunocomprometidos (Bergogne-Berezin, 1997). El espectro de 
resistencia a los antibióticos junto con sus capacidades de supervivencia lo han 
convertido en una amenaza seria para los hospitales, con brotes recurrentes en todo 
el mundo. A. baumannii es frecuentemente aislado de infecciones nosocomiales y es 
especialmente habitual en las unidades de cuidados intensivos (UCI), donde tanto los 
casos  esporádicos  como  los  epidémicos  y  endémicos  son  comunes.  Entre  las 
infecciones  que  causa figura en primer lugar la neumonía asociada a ventilación 
mecánica y en  segundo lugar las infecciones de la piel y heridas, bacteriemias y 




La resistencia mostrada por Acinetobacter a los antibióticos esta asociada a cierto 
tipo  de  elementos  genéticos  móviles  como  los  integrones  que  son claves  en  la 
diseminación de  diversos determinantes genéticos de resistencia en los diferentes 
ambientes en los que encuentra por su asociación con elementos transponibles como 
los  plásmidos  y  los   transposones  y  aunque  el  rol  de  estos  últimos  en  la 
multirresistencia es bien  conocido solo en los últimos años se esta estudiando la 
participación  de  los  casetes  genéticos  de  resistencia  ;  por  lo  que  es  de  interés 
estudiar  la  presencia  de  genes  codificantes  de  resistencia  a  antibióticos  que  se 




A  pesar  de  conocer  la  relación  entre  los  integrones  y  los  genes  en  casetes 
codificantes de resistencia a antibióticos la manera como ocurre  la diseminación de 
estos elementos en los hospitales no es clara por lo que es importante señalar que la 
descripción genética de este tipo de elementos aporta datos de interés 
epidemiológico que esclarecen los mecanismos asociados con la diseminación de 












El grupo de Epidemiologia Molecular de la Infección Nosocomial de la Universidad 
Nacional  de  Colombia  ha  realizado  entre  los  años  2006-2008  tres  trabajos  de 
investigación con aislamientos provenientes  de centros hospitalarios de tercer nivel 
en  Bogotá  y  Neiva,   con   el  fin  de  caracterizar  poblaciones  de  A.  baumannii 
multirresistentes. En todas estas investigaciones se demostró la permanencia en los 
hospitales de clones endémicos de A. baumannii resistentes a carbapenémicos y en 
dos de ellos se estudiaron brotes epidémicos. La resistencia  a los carbapenémicos 
se relacionó con la presencia de enzimas carbapenemasas tipo OXA y la secuencia 




Por último cabe señalar que aunque en el mundo los estudios con cepas de A. 
baumannii multirresistentes  va  en  aumento estas  investigaciones  no  se  han 
realizado en Colombia en donde las realidades epidemiológicas son diferentes. Es 
probable que la diseminación y la prevalencia de diversos clones multirresistentes de 
A.   baumannii   contraste   con   los   encontrados   en   otras   regiones   del   mundo. 
Mencionando además que  nuestro país presenta todas las condiciones climáticas y 
no  climáticas  para  que  la  prevalencia  de  A.  baumannii  este  presente  y  haya 





















































3.1 Objetivo general 
 
 
Caracterizar integrones de tipo I en aislamientos de A. baumannii provenientes de 
hospitales  colombianos de tercer nivel. 
 
3.2 Objetivos específicos 
 
 
• Detectar los integrones de tipo I en los aislamientos de A. baumannii. 
 
• Caracterizar las regiones variables de los integrones detectados. 
 























































































































El género Acinetobacter  incluye cocobacilos gram negativos, oxidasa negativos, no 




Se encuentra ampliamente disperso en la naturaleza, mayoritariamente en agua y 
suelo. (Baumann, 1968, Iacono M, 2008). En personas sanas  ha sido aislado de la 
piel, faringe y otras localizaciones (Tjernberg, 1989; Seifert, 1997; Valentine, 2008). 
Inicialmente A.  baumannii es considerado una especie no patogénica pero puede 
invadir y causar infecciones  en personas críticamente enfermas o que posean una 
enfermedad inmunológica de base. La identificación inicial  de este género se realizó 
en 1954 gracias a los trabajos de Brisou y Prévot quienes caracterizaron y dieron al 
género el nombre de  Acinetobacter. Sin embargo las modificaciones taxonómicas 
que ha sufrido este  género en los últimos 30 años han sido notables. Actualmente se 
han identificado 31 especies diferentes, pero sólo 17 cuentan con nombre. Por otro 
lado la estrecha  relación  genética y las característica bioquímicas similares entre  A. 
calcoaceticus, A. baumannii, genoespecie 3 y genoespecie 13 TU, llevaron a Gerner- 
Smitd a la inclusión de estas cuatro  especies dentro de un complejo denominado 
Acinetobacter  baumannii-calcoaceticus.  (Bouvet, 1986,  Tjernberg,  1993;  Seifert, 




Muchos de los problemas de caracterización de Acinetobacter se han dado porque no 
existían métodos ya sea fenotípicos o genotípicos confiables. Esto en ocasiones ha 
conducido  a  diagnósticos  erróneos,  sin  embargo  de  las  especies  identificadas, 
Acinetobacter  baumannii ha  emergido  como  una  de  las  más  problemáticas  en 




Su significancia clínica en los últimos quince años se debe a la capacidad de este 
microorganismo para adquirir o sobreexpresar determinantes genéticos de resistencia 
haciéndolo resistente a la mayoría de antibióticos usados actualmente (Mahgoub, 
2002;  Simor,  2002;  Manchanda,  2010).  Sumado  a  esto  A.  baumannii  posee  la 
capacidad de sobrevivir en superficies secas por periodos prolongados de tiempo 
convirtiéndolo en un agente importante de infecciones nosocomiales. Dentro de los 
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factores  de  riesgo  que  potencian  la  infección  por  A.  baumannii  se  cuentan  las 
estancias prolongadas en el hospital, las lesiones  pronunciadas de la piel,  el uso de 
equipos  de ventilación mecánica y el empleo excesivo de antibióticos. Aunque la 
neumonía es la enfermedad más comúnmente asociada a infección por A. baumannii 
se han reportado  también infecciones del sistema nervioso central (SNC), piel y 








El estudio de la resistencia antibiótica en bacterias, a nivel genómico, ha llevado al 
descubrimiento de muchos elementos de naturaleza móvil, incluyendo transposones y 
plásmidos conjugativos. El análisis comparativo de la secuencia de estos elementos 
en última instancia condujo al descubrimiento de los integrones. Según la definición 
mas reciente dada por Didier Mazel los integrones son “elementos genéticos capaces 
de adquirir y  reorganizar marcos abiertos de lectura (ORF) presentes en genes en 





4.3 Estructura de los integrones 
 
 
Todos los  integrones se componen  de  una  plataforma estable, que contiene los 
elementos funcionales necesarios para el funcionamiento del sistema, asociado con 




4.4 La plataforma de funcionamiento 
 
 
La enzima presente en el integrón que se encarga de la integración y escisión de los 
diferentes genes se conoce con el nombre de integrasa y se trata de una tirosina 
recombinasa tipo específico (Stokes, 1989; Hall, 1995). Ahora, la integración de estos 
genes  se  realiza en   una región concreta adyacente a la integrasa que se conoce 
como el sitio attI (Collis, 1993, Collis, 1995; Jove, 2010). Los genes que pueden ser 
integrados o  escindidos por la acción de la integrasa reciben el nombre de genes 




Los  cassettes  genéticos  constituyen  un  grupo  diverso  de  pequeños  elementos 
móviles que usualmente contienen sólo un marco de lectura abierta completo (orf), o 
región codificante (gen) (Hall, 1995, Recchia, 1997).  Contienen un sitio llamado attC 







integración. (Collis, 1993; Partridge, 2009). Aunque se considera que los cassettes 
genéticos  son  elementos  móviles (Recchia,  1997),  no  codifican  enzimas  u  otros 
productos  involucrados  en  su  propia  movilización  (Hall  1995).  Estos  elementos 
pueden existir libremente en forma de moléculas circulares covalentemente cerradas, 
generadas por  acción de la integrasa que escinde el cassette desde un integrón 
(Collis,  1993;  Partridge,  2009).  La  inserción  específica  de  sitio  de  los  cassettes 
genéticos  al  interior  de  la  región  variable  de  los  integrones  ha  sido  solamente 
detectada en las células que expresan la actividad de la integrasa. Esto indica que 
esta recombinasa es necesaria para la integración de los cassettes, 
predominantemente dentro del sitio attI del integrón (Collis, 1993; Caratolli, 2001), 




La integrasa reconoce los sitios de integración presentes en el integrón y en el gen en 
cassette.  Este  reconocimiento  genera  una  especificidad  en  la  orientación  de  los 
cassettes genéticos permitiendo   que la transcripción pueda realizarse desde un 
promotor común localizado en el extremo 5'CS de los integrones, cuya secuencia 
nucleotídica es altamente conservada y en el cual pequeñas variaciones afectan la 
fuerza de transcripción del promotor.  Puede suceder  que una pequeña alteración en 
el promotor no permita la expresión de un gen en cassette dentro del integron o la 
permita en niveles  muy  bajos haciendo que la bacteria aparezca fenotípicamente 
susceptible, aunque es  potencialmente resistente por poseer el gen que codifica la 




Es así que la presión que ejerce el uso de un antibiótico especifico puede seleccionar 
las cepas con promotores más fuertes y capaces de expresar el gen, determinando la 
resistencia de las bacterias al antibiótico (Collis, 1995). El nivel de resistencia a un 
determinado antibiótico, codificado por un cassette genético de resistencia, depende 
de su posición en  el  integrón, más cercana o lejana del promotor común (Collis, 
1995). Esta demostrado que las bacterias manifiestan niveles de resistencia más 
elevados cuando el gen de resistencia se ubica en el primer cassette, esto es, muy 
cercano  al promotor y estos niveles se reducen a medida que los genes están en 




En la mayoría de los integrones clase 1 descritos hasta ahora existe un extremo 3' 
altamente  conservado  (3'CS)  con  los  genes  qacED1,  sul1  y  orf5  que  codifican 
resistencia, respectivamente, a compuestos de amonio cuaternario, a bromuro de 
etidio,  a  sulfonamidas  y  una  proteína  con  función  desconocida(  Recchia  1997; 
Caratolli, 2001). Entre los extremos 5'CS y 3'CS se encuentra una zona variable con 
presencia o  ausencia de cassettes genéticos de resistencia. Las otras clases de 
integrones   relacionados  con  resistencia  a  antibióticos  no  poseen  extremos  3' 
altamente conservados, ya que sus secuencias pueden variar por inserción o deleción 
de algunos genes o secuencias de inserción. 
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FIGURA 1 Integración de genes en cassette dentro de un integrón 
 
 




4.5 Diferentes tipos de integrones 
 
 
A pesar de que presentan una organización similar, los integrones móviles (IM) e 
integrones  cromosomales (IC) muestran características distintivas que sustentan 
diferentes historias evolutivas   (Mazel, 2006). Los integrones móviles    (IM) 
corresponden a las plataformas funcionales que están físicamente asociados con los 
elementos  móviles  del  ADN  (Transposones),  y  pueden  ser  transportados  por 
plásmidos  conjugativos.  Estos  elementos  se  utilizan  como  vehículos  genéticos 
naturales, lo que permite la transmisión eficiente entre las bacterias de la misma 
especie o especies diferentes (White, 2001). Los IM contienen sólo unos pocos 
cassettes que parecen ser de  orígenes heterogéneos y se recogieron probablemente 




La región variable más grande identificada hasta ahora se compone de ocho genes 
en cassette (Naas, 2001). La heterogeneidad de los cassettes esta  atestiguada por 
los codones inconsistentes, los orfs que codifican y por la secuencia y la diversidad 








En contraste con su aparente origen heterogéneo,  los genes en cassette  muestran 
una  homogeneidad funcional sorprendente, ya que la mayoría se relaciona con   la 
resistencia a antibióticos.  Hasta al momento han sido identificados más de 130 genes 





En conjunto, estos cassettes proporcionan resistencia a la mayoría de las clases de 
antibióticos, incluyendo β-lactámicos, aminoglucósidos , cloranfenicol, trimetoprim, 
estreptotricina,  rifampicina,  eritromicina,  la  fosfomicina,  lincomicina,  quinolonas  y 
antisépticos de amonio cuaternario ( Fluit, 2004; Mazel , 2006 ; Partridge, 2009). Sólo 
unos pocos IM cassettes identificados tienen  funciones desconocidas. Cinco clases 
diferentes de IM se han definido hasta la fecha, sobre la base de la secuencia de los 
integrasas codificadas (40% -58% de identidad). Aunque sólo los tres primeros han 





Los integrones  de clase 1 son los más extendidos y de importancia clínica, ya que se 
detectan  en  el  22%  a  59%  de  las  bacterias  Gram-negativas  pertenecientes  a 
aislamientos clínicos (Levesqué, 1995), y también han sido identificados en bacterias 
Gram-positivas  en  algunas  ocasiones  (Nandi,  2004;  Shi,  2006).  Como  tales, 
constituyen los principales modelos experimentales de integrones. Son asociados con 
transposones  funcionales y no funcionales derivados de Tn402, que puede integrarse 
también en las grandes transposones tales como Tn21. Los  integrones de clase 2 se 
asocian  exclusivamente con  derivados  del  Tn7, y  muestran  una  docena  de 
diferentes arreglos  de cassette (Biskri, 2003; Ramírez, 2010). El gen de la integrasa 
de integrones de  clase 2, intI2, por lo general contiene una mutación sin sentido en el 




Los integrones de clase 3 también se cree que se encuentran en un transposón 
(Collis, 2002) y son menos frecuentes que los de clase 2. Los otros dos tipos de IM 
se encuentran en especies de Vibrio. La integrones de clase 4 está integrados  en un 
subconjunto  de  elementos  de  integración  y  de  conjugación en  Vibrio  cholerae 
(Hochhut, 2001).  El integrón de clase 5 está situado en un transposón compuesto en 




Los integrones de Clase 1 y clase 3 que no están asociadas con la resistencia han 
sido recuperados en  bacterias del medio ambiente (Stokes, 2006; Xu, 2007; Gillings; 
2008). En todos los casos, estos genes en cassette tienen funciones desconocidas 
(Barlow,   2006;   Márquez,   2008).   Estos   datos   indican   que   los   IM   no   están 
específicamente dedicados a la resistencia a los antibióticos, pero es probable que en 
términos generales  estén involucrados en la mediación de la adaptación bacteriana. 
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La prevalencia de las funciones de resistencia refleja el éxito evolutivo de los 
integrones en estas adaptaciones. 
 
 






Representación esquemática de la estructura básica de un integrón de tipo I y de la adquisición 
de cassettes genéticos de resistencia. intI1: gen que codifica la integrasa  clase 1; attI: sitio de 
recombinación del integrón en el cual los cassettes son integrados; PI: promotor que transcribe la 
integrasa; PC: promotor que dirige la  transcripción de los cassettes integrados.  attC : sitio 
de recombinación del cassette genético. Tomado de Rev. Méd. Chile, 2004 
 
4.6  Importancia  clínica  de  la  asociación  integrón- 
cassette genético de resistencia 
 
 
La demostración  de  que  la  diseminación  de  los  genes  de  resistencia  antibiótica 
aumenta si estos hacen parte de cassettes genéticos móviles fue realizada por White 
et  al   en   el  2001.  Los  genes  en  cassette  están  habilitados  para  transferirse 
horizontalmente   por  varios  mecanismos. Algunos  incluyen  la  movilización  de 
cassettes entre integrones, mediada por la integrasa. En el caso de integrones que 
forman  parte de un transposón, pueden transponerse desde el cromosoma hacia 
plásmidos y viceversa (White, 2001). 
Por su parte, la transmisión de plásmidos conjugativos es un fenómeno conocido 
desde antes del descubrimiento de los integrones y la transferencia de estos de una 
bacteria a  otra  de la misma o diferente especie se ha demostrado en bacterias 








(Levy, 1997, Mazel, 2006). Como se mencionó anteriormente los cassettes genéticos 
codifican resistencia a una amplia gama de compuestos antibacterianos. (Fluit, 2004; 
Mazel,  2006; Partridge, 2009). Además, la presencia de   los genes qacED1 y sul1 
como parte de su estructura conservada 3'CS codifican resistencia a compuestos de 




Los mecanismos de resistencia relacionados con genes de integrones son variados e 
incluyen  la síntesis de enzimas como las modificadoras de aminoglicósidos (Fluit, 
2004), cloramfenicol acetil transferasas (White, 2001; Riley, 2009) y modificantes de 
rifampicina  (Tribuddharat  1999,  Doi,  2007),  algunas  ß-lactamasas,  especialmente 
aquellas  de  más  reciente  descripción,  incluyendo  carbapenemasas  (Poirel,  2000, 
Mazel, 2006) y  dihidrofolato reductasas (Peters, 2001). También, se han descrito 





Los integrones han sido encontrados frecuentemente en cepas de origen nosocomial 
(Caratolli, 2001, Gillings, 2008). De igual forma estas estructuras, con sus respectivos 
cassettes de resistencia, han sido detectadas en bacterias aisladas de ambientes 
acuáticos (Rosser, 1999; Henriques, 2006) y de animales domésticos y de crianza 
(Goldstein,  2001,  Gillings,  2008),  lo  cual  refleja  su  amplia  diseminación  en  la 
naturaleza. Algunas clases de integrones han sido detectadas exclusivamente en 
cepas  ambientales  (Treponema  denticola,  Geobacter  sulfurreducens,  Shewanella 
putrefaciens) (Sabate, 2002). También se ha demostrado la presencia de integrones 
en  microorganismos  ancestrales  de  diferentes  géneros,  corroborando  que  estas 
estructuras  son  antiguas  y  que  han  evolucionado  conjuntamente  con  el  genoma 




Existen escasos estudios sistemáticos acerca de la distribución de integrones en 
diferentes especies bacterianas, pero los que han sido realizados establecen que la 
prevalencia de una u otra clase de integrón en bacterias Gram negativas depende de 
la especie bacteriana en cuestión y, en algunos casos de la localización geográfica en 







































































































5.1 Tipo de investigación 
 
 
Este proyecto de investigación corresponde un estudio de tipo descriptivo el cual se 
llevó a cabo por medio de ensayos de biología molecular para caracterizar cepas de 
A. baumannii resistentes a antibióticos. Se analizó la  presencia de integrones de tipo 





5.2 Aislamientos incluidos 
 
 
Los  aislamientos  bacterianos  incluidos  en  este  trabajo,  corresponden  a  129 
aislamientos  de  A.  baumannii  previamente  identificados  a  través  del  sistema 
automatizado VITEK (BioMerieux S.A, France), y posteriormente identificados por 
métodos moleculares, ITS y  rpoB, en el laboratorio de Epidemiología Molecular de 
Instituto   de  Biotecnología,  (Hernandez,  2011).  Estos  aislamientos  proceden  de 
hospitales de Bogotá, los cuales en el presente trabajo son identificados con los 
números 1, 2 y 3; y fueron recolectados en el periodo comprendido entre los años 
2004 y 2007. Se asociaron con eventos de colonización, de infección nosocomial y 
algunos  fueron obtenidos del  entorno  hospitalario.  33  aislamientos provenían del 
hospital 1, 66 aislamientos del hospital 2 y 30 aislamientos del hospital 3. El 57% 
fueron causantes de infección hospitalaria, el 37% de colonización y el 6% se 
aislaron del ambiente hospitalario. De estos  el 5.4%  provenían  de orina, el 16.3% 
de secreciones, el 46.5% de sangre, el 0.8 % de traqueotomías, el 14.7% de catéter, 
el 4.7% de ambiente, el 1.6 % de quemaduras, el 9.3 % de lavados y el 0.8 % de 
esputo. Los aislamientos se encuentran almacenados en el cepario del laboratorio de 





















5.3 Pruebas fenotípicas 
 
 
5.3.1 Pruebas de susceptibilidad a los antibióticos 
 
 
La susceptibilidad a diferentes antibióticos se realizó por el método de difusión en 
agar,  bajo los  criterios establecidos  por  el  Instituto  de  Estándares Clínicos  y de 
Laboratorio de Estados Unidos de América (CLSI, 2008). Se evaluó la actividad frente 
diferentes grupos    de  antibióticos clasificados de la  siguiente manera: 
carbapenémicos:  imipenem (10ug)  y meropenem  (10ug);  quinolonas: 
ciprofloxacina (30ug), cefalosporinas de tercera y cuarta generación: ceftazidime 
(30ug), cefotaxima (30ug) y cefepime (30ug), aminoglicósidos: gentamicina (10ug) y 
amikacina (10ug) e inhibidores de folato: trimetoprim/ sulfametoxazol (10ug). Se  
utilizó como control de la actividad de los antibióticos la cepa Escherichia coli ATCC 
25922. De acuerdo    con su  perfil de susceptibilidad las cepas se clasificaron 
como no resistentes  (sensibles a todos los antibióticos evaluados), resistentes y 
multirresistentes (resistencia a tres o más grupos de los antibióticos evaluados). 
 
 
5.4 Pruebas genotípicas 
 
 
5.4.1  Obtención del ADN: 
 
 
Para la obtención y purificación del ADN se siguió el siguiente protocolo establecido 
en el laboratorio de Epidemiología Molecular (IBUN): 
 
EXTRACCIÓN DEL ADN 
 
• Los aislamientos se inocularon en agar nutritivo y se incubaron a 37 °C por 18 
– 24 horas. 
 
• Se  tomaron, con asa bacteriológica varias colonias (2 o 3) aisladas del cultivo 
fresco  y  se inocularon  en un erlenmeyer  con  25 ml de caldo  LB (Luria 
Bertani). Posteriormente se incubaron a 37 con agitación a 180 rpm hasta que 
la absorbancia del cultivo  estuvo entre 0.6-0.8 (leída a 600nm). 
 
• Posteriormente el caldo fue transferido a un tubo de centrífuga. 
 
• Se  centrifugó de 5.000-6.000 rpm por 5 minutos y se lavaron las células con 
solución salina – EDTA (SSE: 0.15 M NaCl; 0.1 M EDTA pH 8) y nuevamente 
se centrifugó bajo las condiciones anteriormente  descritas. 
 
• Se diluyó el pellet en 600ul de SSE y se transfirió este volumen a un tubo de 
2ml. 
 
• Se adicionó  SDS (Dodecil-sulfato de Sodio) al 10 %(hasta una concentración 
final  del  2%) y se dejo en baño María a una temperatura de 60ºC por 10 









• Luego se agregó un volumen de fenol saturado y centrifugó a 10.000 rpm por 
10 minutos. 
 






PURIFICACIÓN   DEL   ADN   POR   EXTRACCIÓN   CON   SOLVENTES   (EXTRACCIÓN 
FENÓLICA) 
 
• Se agregó un volumen de fenol-cloroformo y se centrifugó a 5000 rpm por 5 
minutos. 
 
• La fase acuosa fue separada y colocada en un tubo limpio y lo demás fue 
descartado. 
 
• A la fase acuosa se le adicionó un volumen de fenol-cloroformo-isoamílico y se 
centrifugó a 10.000 rpm por 5 minutos. 
 









• A  la  fase  acuosa  obtenida  se  añadieron  acetato  de  amonio  hasta  una 
concentración final de 2.5 M y 2.5 volúmenes de etanol absoluto. 
 
• Se dejó precipitar durante 2 horas a 4ºC. 
 
• Posteriormente se centrifugó a 14.000 rpm por 20 minutos. 
 
• Se descartó el sobrenadante y se lavó el pellet con etanol al 75%. 
 
• Se centrifugó a 14000 rpm por 5 minutos. 
 
• Se descartó el sobrenadante y se dejó secar el pellet. 
 
• Para terminar se disolvió el pellet en 500 ul de agua  destilada. 
 

















5.4.2 Realización de la PCR 
 
 
Tabla 1.  Mezcla de reacción de PCR 
 
Orden 
Reactivos  de [Stock] Concentración 
adición   en la mezcla 
final 
Agua HPLC 1 
Buffer 2 10x 
1x
 
MgCl2 3 50mM 1,5mM 
dNTPS (Mezcla A,C,G,T) 4 1,25 mM 0.2 mM 
Primer 1 5 20 µM 1 µM 
Primer 2 6 20 µM 1 µM 
Taq ADN polimerasa 
. 7 5 U/µL 0.04U/ µL 
1/5 del 
ADN molde 8 volumen de 
reacción total. ~100ng 
 
 
DETECCIÓN DE LOS GENES CODIFICANTES DE LA INTEGRASA I 
 
 
La detección  del gen de  la  integrasa  clase  1  se  realizó  mediante  PCR  con  los 
iniciadores descritos por (Koeleman, 2001). El tamaño del amplímero  esperado es de 
160 pb. El amplímero obtenido se envió a secuenciar y se comparó con secuencias 
presentes en las bases de datos públicas para corroborar el resultado. 
 
IntI F 5’ CAGTGGACATAAGCCTGTTC 3’ 
IntI R 5’ CCCGAGGCATAGACTGTA 3’ 
 
Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 
 
Tabla 2 . Condiciones de amplificación para gen de la integrasa 
 
Ciclo 1 (1 repetición) 
Desnaturalización  94°C , por 5 minutos 
Ciclo 2 (30 
Desnaturalización  94°C , por 30 segundos 
Asociación 55°C , por 30 segundos 
Extensión 72°C , por 30 segundos 
Ciclo 3 (1 repetición) 









DETECCIÓN DE LAS  REGIONES VARIABLES  ASOCIADAS  A LOS INTEGRONES DE 
CLASE I 
 
La detección de las regiones variables asociadas a integrones de tipo I se realizó 
mediante PCR con los iniciadores descritos por Levesqué et al (Levesqué 1995). El 
tamaño del amplímero  depende de la longitud de la región variable. 
 
IntI F 5’ CAGTGGACATAAGCCTGTTC 3’ 
IntI R 5’ CCCGAGGCATAGACTGTA 3 
 




Tabla 5.3 Condiciones de amplificación de las regiones variables de los 
integrones 
 
Ciclo 1 (1 repetición) 
Desnaturalización inicial 94°C , por 5 minutos 
Ciclo 2 (30 repeticiones) 
Desnaturalización  94°C , por 30 segundos 
Asociación 55°C , por 1 minuto 
Extensión 72°C , por 1 minuto 
Ciclo 3 (1 repetición) 
Extensión final 72°C , por 10 minutos 
 
El ADN amplificado se evaluó mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% en 
buffer TBE 0.5X a 5 V/cm, teñidos con bromuro de etidio (0.5µg/mL); se utilizó como 








Para la digestión con enzimas de restricción,  se obtuvieron secuencias de regiones 
variables  descritas  de  A.  baumannii  l  en  la  base  de  datos  publica  del  NCBI. 
Posteriormente se realizaron digestiones in silico usando el software PDRAW 32. 
Solo se  tuvieron en cuenta las enzimas que generaron más de un corte en las 
regiones variables analizadas. A continuación se realizo la digestión in vivo siguiendo 
las  especificaciones dadas por la casa comercial (Invitrogen) y los productos de la 
digestión se  evaluaron por electroforesis. Los amplímeros con el mismo patrón de 
digestión se consideraron  iguales y de estos se envió a secuenciar un representante. 
Las secuencias obtenidas se compararon con las reportadas en las bases públicas de 















5.5 Relación de los genes de resistencia detectados 
con  secuencias de inserción e integrones 
 
 
Para establecer la presencia de las secuencias de inserción IS26 con  los integrones 
de tipo I se realizaron  amplificaciones con combinaciones de los iniciadores Forward 
de la secuencia de inserción (5’TCACTCCACGATTTACCGCT 3’) y Reverse del gen 
IntI (5’CCCGAGGCATAGACTGTA 3’).  Posteriormente los productos obtenidos para 
las diferentes reacciones de amplificación se secuenciaron y  se compararon con las 




5.6 Asociación de los genes de resistencia 
detectados con el fenotipo de resistencia 
observado en los aislamientos de estudio 
 
 
La asociación de los genes de resistencia detectados con el fenotipo de resistencia se 
realizó por medio de intervalos de confianza para proporciones que nos permiten con 
un límite  inferior y otro superior, con un 95% de confianza obtener el valor de la 
relación existente entre los datos. 
 
Para  realizar  el  cálculo  se  necesita  establecer  la  proporción  muestral  (pn),  el 
coeficiente de confianza (zα/2), que para el 95% es de 1.96 y el tamaño de la muestra 
(n). (Montgomery, 2007) 






El intervalo de confianza para estimar una proporción p 
pn:   proporción muestral 
n: tamaño de la muestra 
Nivel de confianza del (1-α) 100% (Valor zα / 2: 1.96) 
 
Para establecer diferencias significativas entre las cepas con integrasa y las cepas sin 



























6. Resultados y análisis de resultados 
 
 
6.1  Perfil de susceptibilidad de las cepas 
estudiadas 
Los perfiles de susceptibilidad de las cepas estudiadas se obtuvieron aplicando la 
técnica de difusión en agar y los aislamientos se catalogaron como multiresistentes 
cuando mostraron resistencia a más de dos grupos de antibióticos clasificados según 
su modo de  acción así: carbapenémicos: imipenem (10ug) y   meropenem (10ug); 
quinolonas: ciprofloxacina (30ug), cefalosporinas de tercera y cuarta generación: 
ceftazidime (30ug),   cefotaxima  (30ug) y   cefepime (30ug), aminoglicósidos: 
gentamicina  (10ug)  y amikacina  (10ug)  e  inhibidores  de  folato:  
trimetoprim/sulfametoxazol  (10ug). (Falagas, 2006). El 66,2% (92) de los 
aislamientos presentaron resistencia a  tres   o mas grupos de antibióticos 
evaluados   y se clasificaron como multiresistentes.  El  79,1%   (110)  de  los  
aislamientos  presentaron  resistencia  a cefalosporinas  de  espectro   extendido.  El  
74,8%  (92)  mostraron  resistencia  a ampicilina-sulbactam. El 79,1% (100)  de los 
aislamientos exhibieron resistencia a imipenem y meropenem. El 80,6% (94) fueron 
resistentes a ciprofloxacina. El 83,5 % (106) presentaron resistencia  al menos a 
un aminoglicósido (amikacina o gentamicina). En conjunto 82 de los 129 
aislamientos (63.6%) presentaron resistencia a  los  5  grupos  de  antibióticos  
evaluados.  (Para  ver  resistencia  y  presencia  de integrasas ver figura 5).  
Estos datos son importantes si se tiene en cuenta que la resistencia antibiótica 
esta enmarcada como uno  de los principales factores que dificultan el tratamiento 
en las infecciones por A.  baumannni  y aunque estas están documentadas  
mundialmente,  la susceptibilidad  antimicrobiana  de  A.  baumannii varía de país en 
país, destacándose algunas regiones con alta prevalencia de cepas multiresistentes. 
Las tendencias de resistencia de A. baumannii a antimicrobianos han sido evaluada 
en dos estudios de vigilancia epidemiológica. La base datos del estudio SENTRY 
entre 1997 y 1999 muestra una mayor susceptibilidad de los  aislados de 
Norteamérica  (Canadá  y  E.U.A.)  respecto  de  los  latinoamericanos.  Sader  y  cols 
comunicaron en el año 2004 diferencias geográficas significativas del SENTRY en el 




En Europa existe menor susceptibilidad a imipenem (74,3%) versus Norteamérica 
(87,9%)  y  Latinoamérica  (91,2%).  La  base  de  datos  SCOPE  41  que  incluye  49 
hospitales  estadounidenses  muestra  una  disminución  de  la  susceptibilidad  de  A. 
baumannii a cefalosporinas y fluoroquinolonas (Diomedi, 2005). Diversos reportes de 
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A. baumannii resistentes a carbapenémicos se han informado en E.U.A., Canadá y 
Latinoamérica  (Gales,  2001,  Mahgoub,  2002,  Landman,  2002). Estudios  mas 
recientes con países europeos  muestran a Turquía con las cepas con mayores tasas 
de  resistencia a casi todos los antibióticos probados, seguida de Italia y el Reino 





Por su parte en Latinoamérica algunos países como Chile  reportan  resistencias de 
37,4% a ampicilina/sulbactam, 36,6% a cefoperazona/sulbactam, 47,9% a amikacina 
y 0% a imipenem en muestras clínicas (Diomedi, 2005). Trucco y cols, en 45 cepas de 
A. baumannii evaluadas durante 2001, detectaron 30% de resistencia a 
ampicilina/sulbactam,  80%  a  cefoperazona/sulbactam,  47%  a  amikacina,  20%  a 
cefepime, y 10% a imipenem( Trucco, 2002). Finalmente  un estudio llevado a cabo 
por la  Sociedad Chilena de Infectología en el 2002, que incluía cepas clínicas de 
pacientes  en   UCI  de  cuatro  centros  nacionales,  se  documentó  resistencia  a 




La comparación entre los resultados del presente trabajo y los reportados en la 
literatura revela  que las cepas de nuestro país son menos susceptibles y  que la alta 
tasa de  resistencia a carbapenémicos se convierte en una situación preocupante 
teniendo en cuenta que los carbapenémicos son la primera opción terapéutica frente 





6.2 Presencia de integrasa tipo I 
 
 
El gel de la figura 3 detalla el tamaño del amplímero (160pb) correspondiente a una 
región conservada del gen de la integrasa de tipo I. Este fragmento se secuenció y se 
comparó con secuencias obtenidas bases de datos públicas. Adicionalmente se usó 
otro par de primers  que amplifica un fragmento del gen de la integrasa tipo I de 
aproximadamente 900 pb  (Goldstein, 2001). Las cepas positivas amplificaron con 























FIGURA 3.  Patrón de bandas obtenido por electroforesis en gel de cepas positivas para 
integrasa tipo I 
 
 















MP: Marcador de peso. C- (Control negativo), CR(Control de reactivos) 
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14: cepas positivas para integrasa tipo I. C+: Control positivo. Tamaño 




De las muestras analizadas el 24% fueron positivas para la integrasa de tipo I. Su 
relación con la susceptibilidad antimicrobiana y la fuente del aislamiento se muestran 




El hallazgo de este tipo de estructura genética puede relacionarse con la resistencia 
antibiótica debido a la capacidad de adquisición de genes codificantes de resistencia 
y su  posterior  expresión gracias  a  la  acción  de  la  integrasa de tipo I.  Hasta el 
momento se han reportado mas de 120 genes cassette que incluyen genes que dan 
resistencia a β-lactámicos,  aminoglucósidos, cloranfenicol, trimetoprim, 
estreptomicina,   rifampicina,   eritromicina,   fosfomicina,   lincomicina,   quinolonas   y 




Los integrones de tipo I son los más comunes en los aislamientos clínicos  y aunque 
varían en tamaño, es posible que tengan la misma estructura así se trate de de cepas 




El porcentaje de cepas positivas para la integrasa de tipo I presenta variaciones. 
Regiones como Norteamérica para el 2002 mostraban porcentajes de cepas positivas 
a integrasas de tipo I hasta de un 28 %. Una de las principales fuentes de cepas de 
A. baumannii multiresistente es este país es el personal  militar involucrado en 
conflictos armados en el medio oriente (Scott, 2007). En otras regiones como China y 
Japón  en el mismo año el promedio de cepas multiresistentes  positivas para 
integrasa de tipo I es de 53 % y 55 % respectivamente y en su mayoría  las 
muestras fueron aisladas de secreciones y bacteremias ( Manchanda, 2010). Un  
caso  particular se tiene en los países de Europa  Central  y  el  Reino  Unido,  en  
donde  el  control  y  el  seguimiento  de  A. baumannii  está  bien  establecido  y  
que  revela  que  aunque  los  porcentajes  de 
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susceptibilidad de sus cepas son menores a las de nuestro país, el hallazgo de cepas 
positivas puede alcanzar hasta un 80 % en países como Turquía, Grecia, Italia   y 
Dinamarca. Se trata de cepas que pertenecen a clones ya descritos previamente 
denominados Clon I,  II y III diseminados a través de instituciones médicas de toda 




En Latinoamérica la cantidad de trabajos relacionados con la presencia de integrones 
es  reducida en comparación las anteriores regiones descritas. En Chile existe una 
mayor prevalencia de cepas con integrasa de tipo II  que de tipo I y en Brasil se han 
reportados porcentajes muy bajos (hasta de 0%) para la  prevalencia de integrasa de 










En la figura 4 se muestra la relación entre las cepas positivas a la integrasa de tipo I y 
la fuente de aislamiento de las muestras. El porcentaje total de cepas provenientes de 
cada lugar  corresponde  a  la  barra  completa.  El  recuadro  rojo  superior  es  el 
porcentaje de cepas  que fueron positivas para la integrasa de tipo I. Como puede 
verse, el mayor número de  muestras de nuestro estudio proviene de sangre y en 
concordancia con datos a nivel mundial la mayoría de cepas positivas a integrasa y 























CTX: Cefotaxima, CAZ:  Ceftazidima, FEP: Cefepime, ATM: Aztreonam, SAM: Ampicilina-sulbactam, 
TZP: Piperacilina-tazobactam, AMC: Amoxicilina-clavulanico, IMP: Imipenem, MEM: meropenem, CIP: 
Ciprofloxacina, NA: Acido nalidíxico, AK: Amikacina, CN: Gentamicina 
 
En la figura 5 el recuadro rojo superior representa el porcentaje de cepas  que fueron 
positivas para la integrasa de tipo I.  Esta gráfica junto con  el anexo 6 muestra los 
respectivos porcentajes de resistencia a los antibióticos evaluados y la presencia de 
integrasa de tipo I. Como lo muestra la figura 5 un mayor porcentaje de muestras 
positivas  para integrasa está en las cepas con resistencia a los cefalosporinas de 
tercera generación y el aztreonam. Le siguen las cepas que fueron resistentes a los 
aminoglicosidos,   gentamicina  y  amikacina.  Sin  embargo  la  resistencia  a  las 
cefalosporinas  parece  estar  relacionada  con  la  expresión  de  otros  genes  no 
asociados  a  integrones  de  tipo  I,  ya  que  los  genes  en  cassette  que  fueron 
encontrados no se relacionan con la resistencia a este grupo de antibióticos. En el 
anexo 4 se presentan las cepas positivas a integrasa y sus perfiles de susceptibilidad 
antimicrobiana.  Es importante resaltar que un alto porcentaje (90.3 %) de cepas 
positivas a integrasa presentaron resistencia a  la mayoría de antibióticos evaluados. 
La  presencia de genes en cassette como los aadA1 y aacA1 dentro del integrón 
puede  explicar la resistencia de estas cepas a los aminoglicosidos, pero se asume 
que las  resistencia  a otros antibióticos esta dada  por la  presencia de genes no 





















6.3 Caracterización de regiones variables de las 




Los geles  de las figuras 6  y 7  muestran  los  tamaños de las regiones variables 
encontradas en las cepas de los hospitales  1 y 2 respectivamente. Se trata de una 
región  variable con un tamaño aproximado de 2200 pb (hospital 1) y una región 
variable mayor a 2200 pb para el hospital 2. 
FIGURA 6.  Patrón de bandas obtenido por electroforesis en gel de las regiones 
variables de aislamientos provenientes del hospital 1 
 
 






600 pb  






MP: Marcador de peso. 11, 13, 15, 16, 18, 19, 21, 22, 25,27,28,30,32,33: cepas  positivas 




FIGURA 7.  Patrón de bandas obtenido por electroforesis en gel de las regiones 
variables de los aislamientos provenientes del hospital 2 
 
 














MP: Marcador de peso. 21, 46, 84, 108, 111, 113, 118,6B, 77-2. Cepas positivas para integrasa tipo 
I. provenientes del hospital 2. C+: Control positivo, C- : Control negativo. CR: Control de reactivos 


















6.3.1 Resultado de la digestión con enzimas de restricción 




Las regiones variables amplificadas en las cepas del Hospital 1 se digirieron con la 
enzima EcoRV generando fragmentos de 700 y 1400 aproximadamente. Se concluyó 
que las  regiones  variables podrían tener secuencias semejantes. Se secuenciaron 
dos de estas muestras. 
 
FIGURA 8.  Patrón de bandas obtenido por electroforesis en gel de la digestión 
enzimática de regiones variables (hospital 1) 
 
 








Temperatura para digestión = 37 ° C 
Tamaño mas grande = 1400 pb aprox 





Para  la  digestión  de  las  regiones  variables  del  hospital  2  se  usó  la  enzima  de 
restricción Pvu II  y los fragmentos generados corresponde a tamaños de 1400, 900 y 
450 pb (aproximadamente). Pudo concluirse que se trataba de regiones variables 
similares  por  lo  que  se  seleccionaron  dos  representantes  para  su  posterior 
secuenciación. La secuencia obtenida se muestra en el anexo 2. 
 
FIGURA 9.  Patrón de bandas obtenido por electroforesis en gel de la digestión 
enzimática de regiones variables (hospital 2) 
 
 









Temperatura para digestión =37 ° C 
 
Tamaños aproximados de los fragmentos: 1400, 












Tabla  4.  Descripción  de  las  regiones  variables  presentes  en  cepas  positivas  para 
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Para  la caracterización de las regiones variables de los integrones de tipo I obtenidos 
se realizaron digestiones enzimáticas in sílico e in vivo y los patrones de digestión en 
cada hospital fueron similares. Cada patrón se  envió a secuenciar  y  las secuencias 
obtenidas tuvieron un 100 % de similaridad con  otras secuencias ya reportadas en 
bases públicas (GenBank). Las regiones variables amplificadas de las cuatro cepas 
provenientes del hospital 3  tenían un tamaño parecido al de las cepas del hospital 2 y 
se secuenciaron sin digestión previa. La región variable caracterizada fue similar a la 
que  se  presentó  en  el   hospital  2.  Los  diagramas  de  las  regiones  variables 
secuenciadas se presentan a continuación: 
 
 

























La región variable detectada en los aislamientos hospital 1 esta conformada por 
cuatro genes en cassette dispuestos en el siguiente orden: aacA1, orf P (orf X) orf Q ( 
orf X’) y aadA 1. Los aislamientos positivos a integrasa de tipo I pertenecientes a los 
hospitales 2 y 3 constan de la siguiente región variable: aacA1, orf P (orf X),  orf P (orf 
X),   orf Q ( orf X’) y  aadA 1 y como es evidente la única diferencia es una copia 
adicional del orf P. Los  genes codificantes de resistencia a aminoglicósidos se 
reportan como los  más predominantes en los integrones de tipo I. De estos genes 
son  conocidas  las  funciones  del  gen  aacC1  que  codifica  una  aminoglicósido  N- 
acetiltransferasa   que   confiere   resistencia   a   la   gentamicina   y   esta   difundido 
ampliamente entre miembros de la familia Enterobacteriaceae y Gram negativos no 
fermentadores (Hoek, 2011). El gen aadA1 es  codificante de una aminoglicósido  N- 
adeniltransferasa que confiere resistencia a la estreptidina y estreptomicina (Gestal, 
2005). Los genes orfP Y orfQ codifican proteínas con función desconocida. Los genes 
en  casete presentes  en la  región  variable  aquí  descrita concuerdan  con  los 
descritos en otros estudios relacionados con la presencia de  integrones de tipo I  en 
cepas  de  A.  baumannii  con  resistencia  a  antibióticos  y  han  sido  ampliamente 
detectados  como parte de los clones Europeos I y II,   Italia, Rusia, Reino Unido y 
Estados Unidos en el que este tipo de arreglo solo difiere  en algunas ocasiones por 
la presencia de una copia adicional del gen orfP (Dijkshoorn, 2008). Los aislamientos 
clínicos  de   A.   baumannii  de   diversos   lugares  parecen  haber   adquirido  sus 
mecanismos  de  resistencia  de  otros  géneros  por  una  variedad  de  mecanismos, 
incluida la difusión de los integrones. Una vez que estos se incorporan en el genoma 
de la bacteria, A. baumannii a veces es capaz de  transferir  el integrón a otras 
especies bacterianas. La estabilidad de esta estructura dentro del integrón a pesar de 
las  diferentes  localizaciones  geográficas  de  los  centros  médicos  permite  hacer 
algunas deducciones: (i) existe una alta diseminación  del mismo integrón entre 
cepas genotípicamente diferentes;  pues no se trata de las mismas cepas  y (ii) hay 
una probable selección independiente desde un ancestro común (Turton, 2006). Tal 
como lo señalan Gombac et al el hallazgo del mismo integrón en las cepas  sugiere la 
transferencia  horizontal  de  todo  el  integrón  y  una  vez esta  ha  tenido  lugar  se 
mantiene  muy estable. La presencia de estructuras muy similares en Enterobacterias 
propone una posible transferencia inter-especies, sin embargo no se han descrito 
estructuras similares en plásmidos por lo que la transferencia puede deberse a otro 

































6.4 Asociación del integrón de tipo I con elementos 
de transferencia: secuencia de inserción IS26 
En la figura 13 se muestra la amplificación cruzada del gen de la integrasa y la 
secuencia de inserción ubicada corriente arriba.  Se trata de la suma de los tamaños 
de la secuencia de inserción, el gen de la integrasa y las secuencias no codificantes. 
 
FIGURA 13. Patrón de bandas obtenido por electroforesis en gel de la amplificación 






















El  tamaño del amplímero es superior a 2200 pb. (Suma de la secuencia de  inserción  con 
un tamaño aproximado de 920 pb, el gen de la integrasa con alrededor de 950pb y las 












Cuando se efectuaron las amplificaciones cruzadas para observar la relación del 
integrón con algún elemento genético que participe  en su posible movilización, fueron 
positivas las amplificaciones cruzadas con el la IS26 corriente arriba del integrón en 
las cepas provenientes del hospital 1 (la secuencia obtenida se muestra en el anexo 
3). La presencia de esta secuencia es importante porque se ha relacionado con la 
movilización de diferentes  genes.  Diversos estudios en Salmonella han mostrado su 
relación con los genes aac (3)-IV y aph (4) ubicados dentro de un plásmido. Estos 
genes codifican resistencia a gentamicina y higromicina respectivamente. (Depardieu, 
2007). En Klebsiella  se ha reportado su relación con una 3-O-fosfotransferasa en la 
que la IS26 funciona como un promotor fuerte que aumenta la  expresión de este gen 
(Miriagou,   2005,  Depardieu,  2007)  Otros  genes  codificantes  de  resistencia  a 
aminoglicósidos también se han relacionado con la IS26 y entre estos están el gen 
aph (3)-Ia   que codifica resistencia  a  kanamicina, neomicina, lividomicina, 
paromomicina y ribostamicina (Kim, 2009).  Otros estudios han observado su relación 
con la expresión de genes que participan en la resistencia a cefoxitin, 
carbapenémicos y quinolonas (Jacoby, 2003; Hoek, 2011). Hay investigaciones que 
establecen la relación de la IS26 con integrones In4 que hacen parte de un loci de 
multirresistencia en plásmidos de enterobacterias. (Miriagou, 2005).  La presencia de 
esta  IS26  hace  suponer  su  participación en  la  movilización  del  integrón  entre 
diferentes moléculas de ADN. Los resultados de estas amplificaciones se muestras 




Todo el segmento obtenido que incluye el integrón y la secuencia de inserción IS26 
presenta similaridades con un segmento de la isla de resistencia AbaR5 reportada en 





Las islas  de  resistencia son  definidas  como regiones del ADN donde se ubican 
preferentemente  diferentes  determinantes  relacionados  con resistencia  se  han 
descrito  mayormente  en  microorganismos   Gram   negativos,   principalmente  en 
Enterobacterias  y  microorganismos  Gram  negativos  no  fermentadores  (Schmidt, 




En relación con las demás secuencias de inserción examinadas, diversos estudios 
muestran la importancia de la secuencia ISaba1 en la expresión de determinantes 
genéticos de  resistencia como los genes codificantes de B-lactamasas (Aubert, 2006; 
Heritier, 2006; Mugnier, 2009). Aunque en nuestros aislamientos pudo detectarse la 
presencia  de   esta  secuencia  de  inserción  considerada  como  intrínseca  de  A. 













6.5 Análisis estadístico de la relación integrasa y 
resistencia antibiótica 
Se aplicó el test estadístico de Bonferroni  para determinar diferencias significativas 
entre  las  cepas  positivas  o  negativas  a  integrasa  y  el  fenotipo  de  resistencia 
antibiótica con  un 95 % de confiabilidad. (Anexo 5). El test aplicado señala que 
existen diferencias significativas entre las cepas que poseen el gen de la integrasa y 
las que no lo poseen y el fenotipo de resistencia antibiótica.  Sin embargo aunque el 
test  señala  que  las  cepas  con  integrasa  tienden  a  ser  más  resistentes  a  los 
antibióticos  no indica a cuales. Es esta la razón que justifica el uso de intervalos de 
confianza. Esta última herramienta es útil porque establece la relación entre un gen 
en  cassette  específico  y  un  antibiótico  específico.  Lo  importante  es  que  ambos 
análisis estadísticos se complementan y son útiles si se desean crear relaciones de 
este tipo. Cuando se establecieron intervalos de confianza para la  relacionar la 
presencia de los genes aacA1 y aadA1 y la resistencia al aminoglicósido gentamicina 
y este intervalo estuvo entre un 0.18 y 0.32.  Es necesario aclarar que muchas cepas 
negativas a integrasa fueron resistentes a la mayoría de  antibióticos usados  lo que 
indica que  la presencia del integrón no es la única estrategia genética presente en 
las bacterias para evadir la acción de los antibióticos. 
 




















































Como la resistencia antibiótica no puede ser explicada del todo con la presencia de 
los  integrones de tipo I se examinó la presencia de otros genes como blaADC, 
ampC, armA, blaTEM, blaSHV, blaCTX-M que también se han relacionado con la 
resistencia de cepas de A. baumannii en todo el mundo (Heritier, 2006; Hujer, 2006). 
La tabla  7 resume la presencia de estos genes en las cepas estudiadas y puede 
observarse  que   un  alto  porcentaje  de  cepas  poseen  genes  codificantes  para 
resistencia  a  cefalosporinas  y  aminoglucósidos.  Por  su  parte  el  gen  aphA6  que 
codifica resistencia a amikacina  y que también se ha asociado a integrones de tipo I 
solo estuvo presente en un 8 % de las cepas. (Tabla 7). Finalmente debe recordarse 
que la intervención de las  secuencias de inserción y la integración de genes en 
cassette gracias a la integrasa tipo I convierten a los integrones de tipo I en posibles 















• Los datos obtenidos en el presente estudio sugieren que el porcentaje de 
resistencia a los antibióticos observado en las cepas estudiadas es más alto 
que los observados a nivel mundial en periodos de tiempo similares. Dentro 
de los antibióticos a los que las cepas presentan resistencia se encuentran 
los carbapenémicos (meropenem e imipenem),   primera  opción  terapéutica  




• El porcentaje de cepas resistentes a antibióticos con  integrasa  de tipo I  y  
p resentes  en ambientes  hosp i ta la r ios  es intermedio si se compara 
con otras regiones del mundo (34 %). En países orientales y de Europa 
Central los porcentajes de presencia de integrasa tipo I en cepas resistentes 
son superiores y están en rangos del  60 al 80 %. Por su parte  otros  países 
como Chile y Brasil reportan porcentajes mas bajos de presencia de 




• La relación entre la presencia de integrasa y la resistencia es significativa 
según los procedimientos estadísticos aplicados a los datos obtenidos. Estos 
resultados sugieren que la resistencia entre cepas positivas y negativas a 
integrasa  es  fenotípicamente  diferente  y  que  los  integrones  participan 





• No  es  posible  explicar  toda  la  resistencia  antibiótica  solamente  con  la 
presencia de los integrones de tipo I. La presencia de otros genes codificantes 
de resistencia a antibióticas esclarece de manera significativa la alta tasa de 
resistencia   antibiótica  de  los  aislamientos  estudiados.  Estos  genes  se 
presentan en porcentajes considerables en las cepas evaluadas y la mayoría 




• La región  variable que se describió  en  los  aislamientos es idéntica a las 
reportadas en muchos lugares del mundo. Parece ser que se trata de una 
porción  genética  bastante  estable  que  se  ha  diseminado  entre  muchos 
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3 1 POS NEG POS NEG R R R R I R R R R R R R R POS POS POS NEG NEG POS NEG NEG POS POS NEG NEG POS NEG NA POS POS 
3 4 POS NEG POS NEG I R R R R R R R R R R R R POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG POS POS NEG NEG NEG NEG NA NA POS 
3 9 POS NEG POS NEG R R R R I R R R R R R R R POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NA NEG NA NA POS 
3 14 POS NEG POS NEG R R R R R R R R R R R R R POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NA NEG NA NA POS 
1 9 NEG NEG POS NEG R S R R I S R S S R R R R POS NEG POS NEG NEG POS NEG NEG POS POS NEG NEG POS NEG NA POS POS 
1 11 POS NEG POS NEG R R R R R R R R R R R R R POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NA NEG NA NA POS 
1 13 POS NEG POS NEG R R R R R R R R R R R R R POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NA NEG NA NA POS 
1 15 NEG NEG POS NEG R R R R R R R S S R R R R POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NA NEG NA NA POS 
1 16 POS NEG POS NEG R I R R R R R R R R R R R POS NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NA NEG NA NA POS 
1 17 NEG NEG POS NEG R R R R R R R R R R R R R POS POS POS NEG NEG POS NEG NEG POS POS NEG NEG POS NEG NA POS POS 
1 18 NEG NEG NEG NEG I S S R S S S S S S I S I POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NA NEG NA NA POS 
1 19 POS NEG POS NEG R R R R R R R R R R R R R POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NA NEG NA NA POS 
1 21 POS NEG POS NEG R R R R R R R R R R R R R POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NA NEG NA NA POS 
1 22 POS NEG POS NEG R S R R R R R R R R R R R POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NA NA NA NA POS 
1 24 NEG NEG NEG NEG R I I R S R R S S R R R R POS POS POS NEG NEG POS NEG NEG POS POS NEG NEG POS NEG NA POS POS 
1 25 POS NEG POS NEG R R R R I R R R R R R R R POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NA NEG NA NA POS 
1 27 POS NEG POS NEG R R R R R R R R R R R R R POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NA NEG NA NA POS 
1 28 POS NEG POS NEG I S S R S S R S S S S S S POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NA NA NA NA POS 
1 30 POS NEG POS NEG R R R R I R R R R R R R R POS POS POS NEG NEG POS NEG NEG POS POS NEG NEG POS NEG NA POS POS 
1 31 POS NEG POS NEG R R R R R R R R R R R R R POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NA NEG NA NA POS 
1 32 POS NEG POS NEG R R R R R R R R R R R I R POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NA NEG NA NA POS 
1 33 POS NEG POS NEG R R R R R R R R R R R R R POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NA NEG NA NA POS 
2 21 POS NEG POS NEG R R R R R R R R R R R R R POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS POS NEG NEG NEG NEG NA NA POS 
2 46 POS NEG POS NEG R R R R I R R R R R R I R POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG POS POS NEG NEG NEG NEG NA NA POS 
2 84 NEG NEG POS NEG I S S R S S I S S S S S S NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NA NA NA NA POS 
2 108 POS NEG POS NEG R S R R R R R R R R R I R POS NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG POS POS NEG NEG NEG NEG NA NA POS 
2 111 POS NEG POS NEG R I R R I R R R R R R R R POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NA NEG NA NA POS 
2 113 POS NEG POS NEG R S R R R R R R R R R I R POS NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NA NEG NA NA POS 
2 118 NEG NEG NEG NEG I S S R S S S S S S I S S NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NA NA NA NA POS 
2 6b POS NEG POS NEG R I R R R R R R R R R I R POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NA NA NA NA POS 
2 77-2 POS NEG POS NEG R I R R R R R R R R R R R POS POS POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NA NEG NA NA POS 
49 























































































































ANEXO 6. RELACIÓN ENTRE LA PRESENCIA DE INTEGRONES DE TIPO I 






















CTX 126 (97.6%) 31 (24 %) 3 ( 2.4) 0 (0 %) 
CAZ 101 (78.3 %) 24 (18.6 %) 25 (19.4 %) 7 (5.4 %) 
FEP 109 ( 84.5 % ) 27 (20.9%) 20 (15.5 %) 4 (3.1 %) 
ATM 127 (98.5 %) 31(24 %) 2 ( 1.5 % ) 0 (0%) 
SAM 96 (74.4 % ) 26 (20.1 %) 33 ( 25.5 % ) 5 (3.9 %) 
TZP 111 (86 %) 26(20.2 %) 18 (14%) 5 (3.4 %) 
AMC 122(94.6) 29(22.5 %) 7(5.4 %) 2 (1.6 %) 
IMP 100(77.5 %) 24 (18.6 %) 29(22.5 %) 7(5.4 %) 
MEM 101 (78.3 %) 24(18.6 %) 28(21.7 %) 7(5.4 %) 
CIP 104(80.6 %) 27(20.9 %) 25(19.4 %) 4(3.1 %) 
NA 120(93.0 %) 29(22.4 %) 9(7 %) 2(1.6 %) 
AK 114(88.3 %) 28 (21.7 %) 15 (11.7 %) 3(2.3 %) 
CN 116(90 %) 28(21.7 %) 13(10 %) 3(2.3 %) 
CTX:  Cefotaxima,  CAZ:  Ceftazidima,  FEP: Cefepime,  ATM: Aztreonam,  SAM: Ampicilina-sulbactam, 
TZP: Piperacilina-tazobactam, AMC: Amoxicilina-clavulanico, IMP: Imipenem, MEM: meropenem, CIP: 







































ANEXO 7. POSTEST DE BONFERRONI (RESULTADO OBTENIDO DEL 
PROGRAMA ESTADÍSTICO STATA) 
 
resistentes int - vs resistentes int + 
Row Factor resistentes int - resistentes int + Difference  95% CI of diff. 
CTX 73,64 24,03 -49,61  -49.61 to -49.61 
CAZ 60,47 18,60 -41,87  -41.87 to -41.87 
 
FEP 63,57 20,93 -42,64  -42.64 to -42.64 
 
ATM   74,42 24,03 -50,39  -50.39 to -50.39 
 
SAM    54,26 20,16 -34,10  -34.10 to -34.10 
 
TZP 65,89 20,16 -45,73  -45.73 to -45.73 
 
AMC   72,09 22,48 -49,61  -49.61 to -49.61 
 
IMP 58,91 18,60 -40,31  -40.31 to -40.31 
 
MEM  59,69 18,60 -41,09  -41.09 to -41.09 
 
CIP 59,69 20,93 -38,76  -38.76 to -38.76 
 
NA 70,54 22,48 -48,06  -48.06 to -48.06 
 
AK 66,67 21,71 -44,96  -44.96 to -44.96 
 
CN 68,22 21,71 -46,51  -46.51 to -46.51 
 
Row Factor Difference t P value Summary 
 
CTX -49,61  141500000 P<0.001 *** 
CAZ -41,87  119400000 P<0.001 *** 
FEP -42,64  121600000 P<0.001 *** 
ATM   -50,39  143700000 P<0.001 *** 
SAM    -34,10  97230000 P<0.001 *** 
TZP -45,73  130400000 P<0.001 *** 
AMC   -49,61  141500000 P<0.001 *** 
Se observa el valor t. Este valor es muy pequeño lo que establece  que existen diferencias 
significativas entre los grupos analizados. 
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